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て Nrf2 およびその標的遺伝子酵素の発現が増加していた。CKD 患者では血中インド
キシル硫酸と骨格筋量の減少に有意な関連が認められた。以上から CKD では蓄積し
た尿毒症物質が筋細胞で酸化ストレスを惹起し、そのことによる代謝フローが過剰な
























2.1 慢性腎臓病 (Chronic kidney disease; CKD) 
CKD は高血圧や糖尿病のような生活習慣病を原因とし、慢性進行性に徐々に腎機
能が低下する病態を示す。日本においては成人 8 人に 1 人が罹患する国民病となって
いる。CKD は悪化すると末期腎不全(ESRD)となり、透析治療が必要となる。2013 年
までに、300,000 人の患者が維持透析を受けており、毎年 1 万人ずつ患者数が増加し
ている。CKD は世界的にみても、人種や民族に関わらず、高齢化社会に伴い主要なヘ
ルスケアの項目となっている 1)。CKD では心血管疾患による死亡リスクが、健康な
人と比較し 8－10 倍と高くなっており、リスク軽減が重要な課題である。しかし CKD
では心血管疾患の合併のみならず、他の合併症も大きな問題となっている。 
サルコペニアとは、進行性の筋量・筋力低下を示すが、通常加齢に伴い進行する
2)。CKD の患者や透析治療を受けている CKD 患者の大半の患者でサルコペニアが確
認され、身体障害のリスクを高め、生活の質(QOL)を著しく低下させている 3)。アジ
アにおけるサルコペニアの診断基準は握力が男性で 26.0 kg、女性で 18.0 kg 未満、ま
たは歩行速度が 0.8 m 以下とされており、確定診断はエックス線を用いた(DXA; Dual 










パク・エネルギー消費状態を示すフレイルや Protein-energy wasting (PEW)についての
報告もある。フレイルや PEW は年齢とは独立し高齢の末期腎不全患者において高頻







質という。尿毒症物質は 3 つのタイプに分けられている。1 つ目は分子量 500 Da 以下
の水溶性の化合物、2 つ目はタンパク質に結合する化合物、3 つ目は分子量 500 Da 以
上の化合物である。尿毒症物質は毒性を持っており、体内に蓄積することで CKD に
おける合併症の発症に寄与している 9)。高血圧、心血管疾患、神経障害、骨障害など









結紮(Unilateral ureteral obstruction: UUO)モデルを対象とし、イメージング質量分析で
腎臓内の代謝変化を検討した研究が報告された 19)。この研究では、解糖系、トリカル


















るが、CKD においては腎機能低下により CKD ステージに伴って体内に蓄積する 13)。
インドキシル硫酸は、体内において有機アニオントランスポーター(OAT)を介して細
胞内に取り込まれ、活性酸素産生を誘導し、細胞障害を引き起こし、CKD 進行や心疾
患発症に関与すると報告されている 21) (図 2)。 
インドキシル硫酸は細胞に多面的な影響（酸化還元ホメオスタシスの崩壊、代謝
変化、ミトコンドリア障害等）を持っているため、本研究ではキャピラリー電気泳動
























(承認番号; 2016 薬-019)。本研究では 7-8 週齢のオス C57BL/6 を日本クレア(株)から購
入し、1 週間慣らし飼育を行い、ランダムに 2 群に分けた。CKD モデルとしてアデニ




とされている(図 3) 22)。 
アデニン誘発腎不全マウスは、腎不全を誘発させるため 0.2%アデニン(Wako)を含
有した MF(アデニン食)を 7 週間与えた。0.2%アデニン含有 MF はオリエンタル酵母
にて調整した。コントロール群には、アデニンを含まない MF 食を 7 週間与えた。本
研究ではコントロール群と、CKD 群に 2 群を作成した(図 4)。 
 
4.2 マウス骨格筋の組織学的変化 











た。腹膜透析患者は、透析導入時から少なくとも 3 回以上腹膜平衡化試験(peritoneal 
equilibration tests: PET)を行った患者を対象としている。サンプルは、PET の際の血液
を使用した。血液サンプルは、採取した後解析直前まで―80℃で保管した。健常人は
16 名(男性 8 名、女性 8 名、 32.9 ± 7.0 歳)を対象とした。本研究では対象者から研究
の同意を得ている。本研究で対象となった患者は、65.0 歳 (年齢の範囲: 44–83 歳)で
あり、原疾患として糖尿病性腎症、高血圧、慢性糸球体腎炎、IgA 腎症である。患者
情報については Table 1 にまとめた。体成分は、InBody 720 (Biospace, Tokyo, Japan) を
用いて、体重、body mass index (BMI)、骨格筋量、脂肪率を計測した。 
 
4.4 細胞実験 
  マウス筋芽細胞株C2C12はAmerican Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, 
VA, USA)から購入した。C2C12 は 10%仔牛血清(FBS)(ATCC)、100 IU/mL ペニシリン、
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100 IU/mL ストレプトマイシンを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(ATCC)を使用し、5%CO2下で 37℃培養を行った。C2C12 の筋管細胞への分化は、2%






の三浦 大典 准教授および一瀬 智美さんに測定を依頼した。凍結したマウスの筋
組織をクリオスタットで 10 μm の厚さで薄切する。薄切した切片は、酸化インジウム
すず(Indium tin oxide: ITO)コートガラススライドに乗せる。600 mg の 9-アミノアクリ
ジン (Merk Schuchardt, Hohenbrunn, Germany)を 0.5 μm の厚さで iMLayer (Shimadzu, 
Kyoto, Japan)を使用してスライドに塗布し、蒸着させる。本研究では、Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometer (MALDI-TOFMS, AXIMA 
Confidence, Shimadzu)を用いた。337 nm N2レーザーを使用した。測定は、ネガティブ
モードで行い、m/z 50 – m/z 1,000 の範囲を高分解能モードで行った。Laser power、






インドキシル硫酸は Sigma Chemical Co. (13875, lot: BCBJ1497V St Louis, MO)、3-
インドキシル硫酸-d4は Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada)から購入した。 
ヒトの血漿 50 μL に対して、0.1%ギ酸メタノールを 150 μL 添加し、ボルテック
スで混ぜる。その後、超音波処理を 5 分間行い、16,400 ×g で 20 分間、4℃で遠心を行
い、得られた上清を 0.22 μm(Millipore, Billerica, MA, USA)のフィルターでろ過し、液
体クロマトグラフィータンデム型質量分析(LC-MS/MS)の測定サンプルとした。 
骨格筋細胞では、50 mg に対し、800 L の 0.1％ギ酸メタノール(2.5 g/mL インド
キシル硫酸-d4 を含む)を添加し、Percellys 24 lysing and homogenisation system (M&S 
Instruments Inc., Osaka, Japan)で 6000 rpm、30 秒間ホモジナイズした。その後、超音波
処理を 5 分間行い、16,400 ×g で 20 分間、4℃で遠心を行い、得られた上清を 0.22 μm 
(Millipore, Billerica, MA, USA)のフィルターでろ過し、上清を測定サンプルとした。 
LC-MS/MS は、それぞれ Prominence LC system (Shimadzu)と TSQ-Quantum-Ultra 
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)であり、測定はネガティブモードで行った。
前処理を行ったサンプルのうち、4 μL を使用した。測定に用いたカラムは 100 × 2.0 
mm SeQuant ZIC-HILIC (Merck Schuchardt)であり、移動相は溶媒 A) 98/2/0.1 = H2O/ア
セトニトリル/ギ酸と溶媒 B) 2/98/0.1 = H2O/アセトニトリル/ギ酸である。流速を 0.4 
mL/min とし、以下の勾配で測定を行った。0–1 min: 10% 溶媒 B; 1.1–2 min: 10–55% 
溶媒 B; 2.1–4 min: 55–90% 溶媒 B; 4.1–6 min: 90–100% 溶媒 B; 6.1–11 min: 100% 溶
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媒 B; 11.1–15 min: 10% 溶媒 B。インドキシル硫酸および 3-インドキシル硫酸-d4は、
SRM(selected reaction monitoring: 選択反応モニタリング)で行い、それぞれ m/z 212 と
80、m/z 216 と 80 で検出した。Spray 電圧, vaporizer 温度、イオントランスファーチュ
ーブはそれぞれ、3500 V、275℃、350℃である。今回用いた測定系は、日内および日




骨格筋細胞 50 mg に対し、800 L の 0.1％ギ酸メタノール(2.5 g/mL インドキシ
ル硫酸 -d4 を含む )を添加し、Percellys 24 lysing and homogenisation system (M&S 
Instruments Inc., Osaka, Japan)で 6000 rpm、30 秒間ホモジナイズした。その後、超音波
処理を 5 分間行い、16,400 ×g で 20 分間、4℃で遠心を行い、得られた上清を 0.22 
μm(Millipore, Billerica, MA, USA)のフィルターでろ過し、上清を測定サンプルとした。
LC-MS/MS は、それぞれ Nanospace SI-II HPLC platform (Shiseido, Tokyo, Japan)と TSQ 
Quantiva mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)であり、測定は
ネガティブモードで行った。前処理を行ったサンプルのうち、3 μL を使用した。測定
に用いたカラムは 100 × 2.0 mm CAPCELL PAK C18 MG III 3-µm column (Shiseido)であ
り、移動相は溶媒 A) 10 mM 酢酸アンモニウムと溶媒 B) アセトニトリルである。流
速を 0.3 mL/min とし、以下の勾配で測定を行った。0–1 min: 0-10% 溶媒 B; 1.1–2 min: 
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10–40% 溶媒 B; 2–3 min: 40–80% 溶媒 B; 3–5 min: 80–100% 溶媒 B; 5–7 min: 100% 
溶媒 B; 7–10 min: 0% 溶媒 B。インドキシル硫酸および 3-インドキシル硫酸-d4は、
SRM(selected reaction monitoring: 選択反応モニタリング)で行い、それぞれ m/z 212 と





2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)アッセイ(10009365; Cayman Chemical Co., Ann 
Arbor, MI, USA)を行った。C2C12 細胞を 96 穴プレートに播種し、インドキシル硫酸
を添加後、24 時間、48 時間の生存率を評価した。 
細胞増殖能への影響については、C2C12 細胞を 96 穴プレートに 1×106 cells を播
種し、インドキシル硫酸を添加後、24 時間、48 時間の細胞数をカウントした。 
 
4.9 細胞外フラックスアナライザーを用いたミトコンドリア機能の評価 
ミトコンドリア機能は Seahorse XF24 細胞外フラックスアナライザー(Seahorse 
Bioscience, North Billerica, NA, USA)を使用して評価した。フラックスアナライザーは
細胞等の酸素濃度や水素濃度の変化をルミネッセンス法により検知し、酸素消費速度




胞外酸性化速度(ECAR)として評価する(図 7)。C2C12 筋芽細胞を 2.0 × 104 cells/well で
Seahorse XF-24 プレート(100777-004、lot:09715、Seahorse Bioscience)に播種し、先述し
た方法にて筋管細胞に分化させた。C2C12 筋管細胞に 1 mM インドキシル硫酸もしく
は溶媒である 50 mM Tris-HCl を添加し、24 時間培養を行った。測定の 24 時間前に、
測定で使用する sensor cartridge を 37℃でインキュベートする。測定直前に DMEM(5.6 
mM グルコース、1 mM sodium pyruvate、 32 mM NaCl、2 mM GlutaMax pH7.4 を含む)
に培地を交換し、37℃で 30 分間インキュベートする。ミトコンドリアの機能の測定
は、下記阻害剤を順次入れることで計測した。使用した阻害剤は、1 μM オリゴマイ
シン(04876, lot:SLBF2946V, Sigma)：ATP 合成酵素阻害剤、2 μM carbonyl cyanide 
4phenylhydrazone (FCCP) (C2920, lot:122M4004V, Sigma)：ミトコンドリア呼吸鎖脱共役
剤、1 μM アンチマイシン A(A8674、 lot:063M4075, Sigma)とロテノン (R8875、
lot:SLBG7568V、Sigma):ミトコンドリア電子伝達阻害剤である(図 8)。またペントース
リン酸経路の阻害剤として、1 mM 6-アミノニコチン酸アミド(6-aminonicotinamide、6-
ANA)（A68203、lot: SHBC8376V, ALDRICH）を使用した。 
 
4.10 ATP アッセイ 
細胞内 ATP 産生は、Luminometric ATP assay kit (Toyo B-net, Tokyo, Japan)を使用し
た。5 × 104 cells/well となる様に 96 穴プレートに播種する。様々な濃度のインドキシ
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ル硫酸をグルコースもしくはガラクトース含有の DMEM で 24 時間培養し、ATP 反応




  ミトコンドリアの形態は、Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen)を使用した。
細胞を 1 × 105 cells/well となる様に 24 穴プレートに細胞を播種した。先述の方法で
C2C12 を筋管細胞に分化させ、200 nM Mitotracker Red CMXRos を入れ、30 分間室温
で静置し、4%パラホルムアルデヒドで固定した。ミトコンドリアの形態観察は、All-
in-one fluorescence microscope (BZ-X710, Keyence, Osaka, Japan)で行った。 
 
4.12 キャピラリー電気泳動(CE)-MS 代謝プロファイル 
CE-MS を使用した標的定量代謝物解析は、Human Metabolome Technologies Inc. 
(Yamagata, Japan)に測定を依頼した。解糖系、ペントースリン酸経路、TCA 回路、尿
素回路、ポリアミン、クレアチニン、プリン、グルタチオン、ニコチンアミド、コリ
ン、アミノ酸等の 116 個(Table 2)の代謝物を測定し、定量を行った。1 × 106 cells の
C2C12 筋芽細胞を 6 cm dish に播種し、先述の方法にて筋管細胞に分化させた。24 時
間飢餓状態にしたのち、1 mM インドキシル硫酸を添加し 24 時間培養した。その後、
100 nM インスリンを添加し、60 分間培養し、5%マンニトール 1 mL で洗浄し、675 
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μL のメタノールで細胞を回収した。回収した細胞は、2,300 ×g で 5 分間遠心し、5 kD
分画フィルター（Millopore）で 9,100 ×g で 90 分間、4℃で遠心した。得られたろ過液
を測定サンプルとして使用した。陽イオン化合物は、CE-TOFMS (Agilent CE-TOFMS 
system Machine No.3 fused silica capillary, i.d. 50 μm × 80 cm)を使用しポジティブモード
で測定し、陰イオン化合物は CE-MS/MS (Agilent CE system and Agilent 6400 TripleQuad 
LC/MS Machine No.1, fused silicacapillary, i.d. 50 μm × 80 cm)でポジティブおよびネガ
ティブモードにて測定を行った。 
 
4.13 PCR (polymerase chain reaction)による遺伝子発現定量解析 
細胞の RNA は RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)を使用して、添付文書に
従って抽出を行った。抽出した RNA は SuperScript III First-standard Synthesis 
SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を使用して、cDNA に逆転写を行った。定量
PCR は適量の cDNA、0.4 µM の各プライマー、SYBR Premix EX Taq II (Takara Bio, 
Kusatsu, Japan) を含む Total 25 µL の溶液を作成する。ネガティブコントロールに
は、cDNA の代わりに超純水を使用した。定量 PCR は BioRad-CFX (BioRad)を用い
た。熱変性、アニーリング、伸長反応はそれぞれ、5°C で 30 秒, 95°C で 5 秒, 60°C
で 20 秒間、39 回繰り返して行った。グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Gapdh) mRNA を内部標準物質とした。本
研究では、NFE2L2, G6PD2, PGD, ME1, NQO1, TALDO1, HMOX1, GCLC, and PPAT に
21 
 




タンパク質発現解析に用いるサンプルは、protease inhibitor (Roche Diagnostics 
K.K, Tokyo, Japan)、phosphatase inhibitor cocktail (Sigma Aldrich)、 1 mM PMSF 
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)を含む 1 × RIPA buffer (Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA) で抽出し、Quick Start protein assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, USA)を用いてタンパク定量を行った後、2-メルカプトエタノールを含む
4×Laemmli Sample Buffer (BIO RAD)と混和し、ウェスタンブロッティング用のサンプ
ルとした。Nrf2 タンパク質は不安定であり、分解しやすいため、抽出する際に 10 
μM MG132 (Sigma Aldrich)を前述の抽出バッファーに添加した。25 µg のタンパク質
を 7.5% Mini-Pro TEAN Precast Gel (Bio-Rad)にて分離をし、Trans-Blot® Turbo™ (BIO 
RAD)で PVDF メンブレンに転写を行った。PVDF Blocking Reagent for Can Get 
Signal® (NYPBR01、TOYOBO)を用いて 1 時間室温でブロッキングを行った。ブロッ
キングの後、1 次抗体と 4℃で一晩インキュベートした。1 次抗体はそれぞれ anti-
NRF2 (1:200, #14596, Cell Signaling)、 anti-p70S6 Kinase (1:1000, #9202, Cell 
Signaling)、anti-Phospho p70S6 Kinase (1:1000, #9205, Cell Signaling)、anti-PGD (1:1000, 
ab96225, Abcam)、anti-G6PD (1:1000, #12263, Cell Signaling)を用い、Solution1 for 
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primary antibody (NKB-101、TOYOBO)で希釈した。1 次抗体後、メンブレンを洗浄
し、2 次抗体と室温で 1 時間インキュベートした。2 次抗体は anti-rabbit IgG (1:5000, 
sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)、 anti-mouse IgG (1:5000, sc-2005, 
Santa Cruz)、 anti-rat IgG (1:5000, sc-2032, Santa Cruz)を用い、Solution 2 for primary 
antibody (NKB-101、TOYOBO)で希釈した。-actin (1:5000, sc-47778, Santa Cruz) を内
部標準とした。Super signal west Dura Extended Duration Substrate kit (Thermo Fisher 
Scientific)で検出し、Versa Doc 5000MP (BioRad)で撮影した。 
 
4.15 電子スピン共鳴による活性酸素の検出 
C2C12 から産生される活性酸素種は電子スピン共鳴 (electron spin resonance: ESR)
にて解析を行った。C2C12 筋芽細胞を 5 × 105 cells/well で 24 穴プレートに播種し、筋
管細胞に分化させた。C2C12 筋管細胞を 5 mM D-グルコースを含む PBS で洗浄し、5 
mM D-グルコースを含む PBS で 30 分間室温でインキュベートした。その後、様々な
濃度のインドキシル硫酸を含む 5 mM D-グルコースを含む PBS で 37℃、1 時間イン
キュベートした。 2.97 M 5,5-1-ジメチル-1-ピロリン N-オキサイド(5,5-1-dimethyl-1-
pyrroline N-Oxide: DMPO)を 30 L 添加し、さらに 10 分間インキュベートした。ESR 
spectrometer (JES-FA-100; Jeol, Tokyo, Japan)を用いて細胞培養の培地を測定した。ESR
測定条件は microwave frequency: 9.4 GHz; microwave power: 8.0 mW; time constant: 0.03 
s; sweep time: 120 s, center field: 337.1 mT; scan range: ± 5 mT; modulation frequency: 100 
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kHz; field modulation width: 0.1 mT; amplitude: × 800 である。 
 
4.16 統計解析 


















5.1 CKD マウス骨格筋の組織学的変化とインドキシル硫酸の蓄積 
尿毒症性サルコペニアの骨格筋の変化を評価するため、アデニン誘発 CKD モデ
ルマウスの骨格筋を調べた。アデニン誘発 CKD マウスの血中インドキシル硫酸は有
意に上昇していた (図 9)。CKD マウスの骨格筋の組織学的変化を図 10 に示した。腓
腹筋の筋束横断面は、CKD マウスで有意(p < 0.001)に小さくなっており、筋萎縮が起
きていることが確認された。次に血中に蓄積したインドキシル硫酸が骨格筋に与える
影響を調べるため、LC-MS/MS とイメージング質量分析を用いて骨格筋内のインドキ





シグナルが強く検出された(図 11)。 これらの結果から、CKD では血中に蓄積したイ
ンドキシル硫酸は骨格筋内に取り込まれ、筋萎縮が起きていることが示された。 
 
5.2 C2C12 細胞を用いたインドキシル硫酸の細胞増殖・生存能に与える影響 
インドキシル硫酸の骨格筋に与える影響を調べるため、マウス筋芽細胞株 C2C12





されなかったが、1 mM インドキシル硫酸を含む培地で培養した C2C12 筋芽細胞では
およそ 4 g/1 × 106 cells が検出され、細胞外インドキシル硫酸が、培養している筋芽
細胞内に取り込まれることが示唆された。次に、C2C12 筋芽細胞および筋管細胞を用
いてインドキシル硫酸が与える骨格筋細胞増殖と生存能への影響について調べた。通
常状態で培養すると、C2C12 筋芽細胞は、24 時間、48 時間で 2.4 倍、5.7 倍に増殖し
ていた。一方、1 mM インドキシル硫酸存在下の培地で培養すると、細胞増殖が有意
に抑制された(図 13)。C2C12 筋芽細胞および筋管細胞の生存能は、インドキシル硫酸
















に C2C12 筋管細胞の解糖系、TCA 回路、ペントースリン酸経路、グルタチオン代謝
のそれぞれの代謝物を定量した結果を示した。 ヒートマップの結果と同様に、イン
ドキシル硫酸で 24 時間刺激した細胞において、解糖系の中間代謝物である 3-ホスホ
グリセリン酸(3-phosphoglyceric acid: 3-PG)と 2-ホスホグリセリン酸 (2-
phosphoglyceric acid: 2-PG), ペントースリン酸経路の中間代謝物である 6-ホスホグル
コン酸 (6-phosphogluconic acid: 6-PG)、リブロース-5-リン酸 (ribulose 5-phosphate: 
Ru5P)、リボース-5-リン酸 (ribose 5-phosphate: R5P)、キシルロース 5-リン酸 
(xylulose 5-phosphate: X5P)、 セドヘプツロース-7-リン酸 (sedoheptulose 7-phosphate: 
S7P)、グルタチオン代謝の reduced glutathione (GSH)、 oxidized glutathione (GSSG)、
嫌気代謝の乳酸が有意に高値を示した。一方、 インドキシル硫酸で 24 時間刺激し




内酸化ストレスを示す全グルタチオンレベル(GSH + 2GSSG) (p <0.01)が有意に高値を
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示し、グルタチオン酸化還元比(GSH/GSSG ratio) (p < 0.01)は有意に低値を示した。つ
まり、インドキシル硫酸で刺激した細胞では酸化ストレスが亢進していることが示さ
れた。また低酸素代謝の指標となる乳酸/ピルピン酸比 (lactate/pyruvate ratio) (p < 0.05) 
は有意に高値を示し、アミノ酸の合成または分解の度合いを間接的に示すグルタミン





ボース 5 リン酸比 (glucose-6-phosphate/ribose-5-phosphate: G6P/R5P ratio) (p < 0.05)は有
意に低値を示した。つまり、インドキシル硫酸で刺激した細胞では、ペントースリン
酸経路が活性化していることが示された。主にグルタミンへ異化されるアミノ酸であ
る(Arg + Gln + Glu + His) (p < 0.05), 主にオキザロ酢酸へ異化されるアミノ酸である













リアにおける電子伝達系の活性と ATP 産生率を調べるため、細胞酸素消費速度 
(oxygen consumption rate: OCR)を計測した。ATP 合成や電子伝達系の活性を評価する
ため、オリゴマイシン、carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP)、
ロテノンアンチマイシン A を順次添加し、リアルタイムで OCR を計測した。 
図 17 に 1 mM インドキシル硫酸で 0、1、6、24 時間刺激をした際の、C2C12 筋
管細胞内の細胞内 OCR の変化を示した。インドキシル硫酸で刺激した細胞におい
て、基礎呼吸量 (p<0.01)、ATP 合成関連呼吸量 (p<0.01)、H+リーク (p<0.01)、最大
呼吸能 (p<0.01)が、刺激時間 6 時間までは時間依存的に有意に低下した。興味深い
ことに、インドキシル硫酸で刺激した細胞において、刺激時間 24 時間で ATP 合成関
連呼吸量(p<0.0001)、最大呼吸能 (p<0.01)が有意に回復した。 
図 18 に 1 mM インドキシル硫酸で 0、1、6、24 時間刺激をした際の、C2C12 筋
管細胞内の細胞外酸性化速度 (extracellular acidification rate: ECAR)の変化を示した。 
最大解糖系能 (Max glycolysis capacity) は 6 時間まで時間依存的にインドキシル硫酸
刺激で有意に低下した(p<0.001)。 ECAR から、インドキシル硫酸で 24 時間刺激す
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ることで最大解糖系能が低下しているが、オリゴマイシンを投与して Complex V を
阻害した際に、解糖系が代償的に活性化していることが示された。Complex V を阻
害した際の代償的な解糖系の活性 (Area under the curve: AUC) は 6 時間まで時間依存
的に減少するが、24 時間で有意に上昇した。インドキシル硫酸の 24 時間刺激で見ら
れた回復は、細胞内 OCR でも認められていた(図 17)。今回の結果から、筋細胞では
インドキシル硫酸刺激 6 時間までは、インドキシル硫酸はミトコンドリア機能およ
び解糖系を時間依存的に障害しているが、その後、24 時間では障害されたミトコン
ドリア ATP 産生を代償するように解糖系が上方調整されていることが示唆された。 
 












ントースリン酸経路の阻害剤である 6-アミノニコチン酸アミド (6-aminonicotinamide: 
6-ANA)を用いてフラックスアナライザーで調べた。図 19 にインドキシル硫酸の刺
激の有無、6-ANA の有無の OCR の結果を示した。コントロール細胞において、6-
ANA によるペントースリン酸経路の阻害は、最大呼吸能を有意に低下させたが、イ
ンドキシル硫酸刺激した細胞ではさらに最大呼吸能が減少した。図 20 にインドキシ
ル硫酸の刺激の有無、6-ANA の有無の ECAR の結果を示した。 コントロール細胞





を調べるため、本研究では酸化ストレス応答因子である nuclear factor (erythroid-2-




子スピン共鳴 (electron spin resonance: ESR)で解析を行った。インドキシル硫酸で刺
激をした細胞の培養液を測定した ESR スペクトルを図 21 に示した。ESR スペクト
ルは、典型的な 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO)がヒドロキシルラジカル (・
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OH) をトラップした DMPO-OH のスペクトルを示した。DMPO-OH の産生は、イン
ドキシル硫酸濃度依存的に有意に増加した。DMPO-OH の産生は、インドキシル硫
酸刺激後、早期段階の 15 分から 6 時間まで恒常的に産生されていた(図 22)。 
次に本研究では、Nrf2 の発現とペントースリン酸経路の NADPH 産生に関わる
酵素であるグルコース-6-リン酸 (glucose-6-phosphate dehydrogenase: G6PD)とホスホ
グルコン酸脱水素酵素 (phosphogluconate dehydrogenase: PGD)などの発現について検
討を行った 23)。その結果、インドキシル硫酸で刺激をすることで筋細胞内の Nrf2 の
発現が 6 時間で有意に上昇した(図 23)。Nrf2 タンパク質の発現と同様に、Nrf2 によ
って直接調節されている抗酸化酵素であるヘムオキシゲナーゼ(heme oxidase-1: 
Hmox-1)と NAD(P)H-キノンオキシドレダクターゼ-1 (NAD(P)H-quinone 
oxidoreductase-1: Nqo-1)の mRNA 発現もインドキシル硫酸の刺激によって筋細胞内で
有意に上昇していた(図 24)。さらに、G6PD と PGD のタンパク質の発現もインドキ
シル硫酸の刺激によって筋細胞内で有意に上昇した(図 25)。G6PD や PGD 以外に
も、NADPH 産生に関わるリンゴ酸酵素(malic enzyme 1: ME 1)、トランスアルドラー
ゼ(transaldolase: TALDO)、-グルタミン酸システインリガーゼ(-glutamate-cysteine 
ligase: -GCL) の mRNA 発現 (Me1、Taldo、-Gcl)が、インドキシル硫酸の刺激によ
って筋細胞内で有意に上昇した(図 26)。しかし、ホスホリボシルピロリン酸アミド





























































ク質合成経路である p70S6K のリン酸化レベルについて評価を行った。C2C12 筋管







5.10 CKD 患者における血中インドキシル硫酸濃度と骨格筋量の関係 
本研究では腹膜透析治療を受けている CKD 患者を対象とし、血中インドキシル
硫酸濃度と筋量について調べた。今回対象とした 14 名の CKD 患者の詳細を Table 1
にまとめた。図 33 に健常人と CKD 患者の血中インドキシル硫酸濃度を比較した結
果を示した。健常人では、血中インドキシル硫酸濃度が 0.88 ± 0.44 g/mL であり、


























OAT は血液脳関門、単球、骨芽細胞、筋細胞に発現している 29,30,31,32)。今回 CKD モ
デルマウスの骨格筋細胞内にインドキシル硫酸の蓄積が確認されたが、筋細胞に発
現している OAT を介して血中に蓄積したインドキシル硫酸が筋細胞内に取り込まれ
蓄積したと考えられる。   
CKD における筋肉の消耗では、炎症性細胞や脂肪組織で生成された TNF-や IL-
6 などの炎症性サイトカインにより、骨格筋の主要なタンパク分解系のユビキチン・
プロテアソーム系のユビキチンリガーゼ（MuRF1、Atrogin1)を増加させることによ










では、GSSG は GSSG 還元酵素によって GSH に還元される。この過程では、NADP
から NADPH が産生される。本研究ではインドキシル硫酸で刺激した筋細胞では、
十分な量のグルタチオンが GSH 合成に使用されており、-GCL（グルタチオン合成
の律速酵素 36)）の発現が上昇していた。さらに NADPH 産生に関連する、Nrf2 の標
的酵素である G6PD や PGD の発現もインドキシル硫酸で刺激した細胞で増加してい
た。 
本研究では、インドキシル硫酸刺激で筋細胞内では、ペントースリン酸経路が亢
















コンドリア毒性を起こしやすい 38) 39) 40)。本研究では、インドキシル硫酸刺激で筋細
胞において TCA 回路の停滞、ATP 産生とミトコンドリア機能の低下、ミトコンドリ
アネットワークの崩壊が確認された。さらにガラクトース培地で培養した筋細胞で
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図 9 血中インドキシル硫酸濃度 
















図 10  骨格筋(腓腹筋)の筋束横断面面積の比較 





















































図 13 C2C12 細胞を用いたインドキシル硫酸が与える細胞増殖・生存能への影響 
(a) C2C12 筋芽細胞の細胞増殖、(b) C2C12 筋芽細胞の生存能、(c) C2C12 筋管細
胞の生存能。 
*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.0001 を示しており、各群 n = 7 – 8 である。 
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図 15 インドキシル硫酸の C2C12 筋管細胞に与える代謝変化 
解糖系、TCA 回路、ペントースリン酸経路、グルタリオン代謝、核酸代謝の各
代謝物の比較。Welch t-test、*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.0001 を示しており、














図 17 酸素消費速度(OCR)によるインドキシル硫酸(IS)の C2C12 筋管細胞に与
えるミトコンドリア機能の評価 







図 18 細胞外酸性化速度(ECRA)によるインドキシル硫酸(IS)の C2C12 筋管細胞
に与える解糖系への影響 


















図 19 ペ ン
トースリン酸経路の阻害剤(6-ANA)を使用した際の酸素消費速度(OCR)の変化 





































図 21 電子スピン共鳴 (ESR)による C2C12 筋管細胞から産生される活性酸素の

































図 23 C2C12 筋管細胞における Nrf2 のタンパク質発現の継時的変化 








図 24 C2C12筋管細胞におけるNrf2の標的酵素であるHmox-1と Nqo-1のmRNA
発現の変化 
























図 25 C2C12 筋管細胞における Nrf2 標的酵素のタンパク質発現の継時的変化 






図 26 C2C12 筋管細胞における Nrf2 標的酵素の mRNA 発現の継時的変化 



























図 28 インドキシル硫酸が与える C2C12 筋管細胞の ATP 産生への影響 










図 29 インドキシル硫酸によるミ C2C12 筋管細胞のトコンドリア形態への影響 
**; p < 0.01, ***; p < 0.0001 を示しており、ランダムにミトコンドリアネットワ






















図 31 C2C12 筋管細胞における p70S6K のリン酸化の継時的変化 



















図 32  インドキシル硫酸刺激による p70S6K のリン酸化への影響 
















図 33  血中インドキシル硫酸濃度の比較 
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